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　As　a　part　of　studies　on　arteriosclerosis，　in　particular　vascular　wall　metabolism，　experiments　were
conducted　using　cultures　of　vascular　smooth　muscle　cells　obtained　from　rats　with　experimental
arteriosclerosis　in　order　to　evaluate　the　relationship　between　smooth　muscle　cells　and　elastase．
　1）Titer　of　anti－elastase　antibodies　was　determined　by　ELISA　and　specificity　was　evaluated　by
the　antibody　capture　assay．
　2）　The　presence　of　elastase　in　vascular　wall　smooth　muscle　cells　was　demonstrated　using　the
fluorescent　antibody　method．
　3）　The　production　and　secretion　of　elastase　were　active　throughout　the　culture　period　in　normal
smooth　muscle　cell　group，　while　in　the　arteriosclerotic　smooth　muscle　cell　group，　elastase　was
produced　and　secreted　only　immediately　after　passage，　and　remarkably　reduced　after　the　prolifera－
tion　period．　This　finding　suggests　that　the　secretion　of　elastase　is　extremely　reduced　in　intimal
smooth　muscle　cells　in　arteriosclerotic　lesions．
　In　conclusion，　smooth　muscle　cell－derived　elastase　seems　to　play　an　important　role　in　the
metabolic　process　of　the　development　of　arteriosclerosis　in　the　vascular　wall．
　　　　　　　　　　　　　1．緒　　　言
　動脈硬化症にはいくつかの型があるが，研究及び
臨床の両分野において特に重要視されているのは，
中～大型の動脈に発症する粥状硬化症　（atheros－
clerosis）である．この病態は動脈壁内膜において脂
質沈着を伴う線維性組織の増殖，すなわち粥腫（ath一
eroma）の形成を特徴とするものであり，その成因
としては，現在までに，脂質代謝異常説，血栓説，血
管壁代謝異常説，血行力学説，酸素欠乏説など多く
の説が唱えられてきた．これら諸説の中にあって血
管壁代謝異常説は，近年，特に注目されており，中
でも　Ross，　Glomset1）2）によって提唱された
“Response　to　injury”すなわち“動脈硬化の傷害に
（1991年1月25日受付，1991年1月31日受理）
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対する反応説”という仮説は最も多くの研究者の支
持を得ている．Rossによれば，様々な要因により血
管内皮の透過性が西進すると，リボ蛋白を始めとす
る血漿成分が内膜に滲入し，これによってもたらさ
れる傷害に対し，その修復反応として中膜平滑筋細
胞が内膜へと遊走，増殖する．この過程で平滑筋細
胞はelastin，　collagen，プロテオグリカンを始めと
する様々な細胞間物質を産生し損傷部位を修復しよ
うとする．しかしこの大量に産生された細胞間物質
が結果的には線維性肥厚を形成する原因となってお
り，その繰り返しによって粥状硬化は進展するとさ
れている．平滑筋細胞の増殖因子としては，内皮の
障害部位に集族した血小板より放出される血小板由
来増殖因子　（platelet　derived　growth　factor；
PDGF）が証明されているが，その他にも内皮細胞
やマクロファージ，更には平滑筋細胞自身からも放
出されている可能性が指摘されている．このように
平滑筋細胞の増殖動態および細胞間物質の代謝異常
が動脈硬化の発症進展に深く関与していると考えら
れているが，その機序に関する報告は少ない．一方，
1950年Ba16とBanga3）は，ウシ膵臓より抽出し
たproteaseが膵の腺房細胞より生成され，動脈壁
elastinを特異的に分解する作用を有することを発
見し，elastaseと命名．更にヒト中中のelastase含
量を測定し正常例に比し動脈硬化例では極端に含量
が低下していることを立証し，elastaseと動脈硬化
との関連性について注目に値する研究成績を報告し
た．また勝沼4）は1981年，elastaseを投与した実験
的動脈硬化ラットの動脈壁ではアテロームの形成及
び弾性線維の分解が抑制されていることを報告し，
elastaseがelastinの分解と産生に関与している可
能性を示唆した．elastaseには膵臓由来5）6）7），白血球
由来8），血小板由来9），平滑筋細胞由来10）11），マクロ
ファージ由来12）などが報告されているがこれを形
態学的に証明した報告はない．そこで本研究では，坑
elastase抗体を作製し，実験的動脈硬化ラットの培
養血管平滑筋細胞を用い，elastaseの平滑筋細胞内
における局在及び分泌動態を免疫組織学及び形態学
的に検討した．
II．実験方法
　1．使用したelastaseの組成とその選択
　実験には，エーザイ株式会社製，豚膵　elastase－
1（常用名：pancreatopeptidase　E）を使用した．本
酵素は分子量25900，4個のS－S結合，240個のアミ
ノ酸よりなる単ポリペプチド鎖で，trypsin，
chymotrypsinと同様，一Asp－His－Ser一のアミノ酸配
列を有し，基質特異性，分子量，等電点からみると，
ヒト膵elastase－2に近似した構成を有している．本
実験ではこの僧団elastase－1に高分子蛋白を1：1
で結合させ，デキストランを加えて安定化させた
elastase　ES（ELA－ES；90　elastase　unit／mg）とこ
の処理を行っていない純elastase（JUN－ELA；340
elastase　unit／mg）を使用した．本来，すべての実験
系で同一のものを使用するのが望ましいが，坑elas－
tase抗体作製においてその特異性を高めるために
不純物の含まれないJUN－ELAを使用した．
　2．実験1＝坑elastase抗体の作製
　抗原は，JUN－ELAを注射用生理食塩液に溶解（l
mg／ml），減菌チューブに分注（0．5m1／tube），凍結
保存（一20℃），用時解凍して使用した．Freund　com－
plete　adjuvant　（Calbiochem－Behring　Ltd．　No．
344289）と抗原溶液を一定容：量（3：2）で乳化して
emulsion（water　in　oil　type）を調製して初回免疫
としてNew　Zealand　white　rabbit♀，12週齢（ケ
アリーLtd．　SPF－grade）の皮下（foot　pad）に免疫
注射した（抗原量0．50mg／rabbit）．次に，　Freund
incomplete　adjuvant　（BACT；Difco　Ltd．　No．　0639
－60－6）と抗原溶液を一定容量（3：2）のemulsion
（water　in　oil　type）を調製して追加免疫として皮下
（背部および側腹部）に免疫注射した　（抗原量0．25
mg／rabbit）．免疫注射は3週間の間隔で合計4回
（初回免疫を含む）実施した．最終免疫の4週間後に
全採血を行い，血清を分離して非働化（56℃，30分）
から，飽和硫酸アンモニウム溶液（アンモニア
水でpH　7．4に調製）を用いて，50％飽和で塩析を
実施した．この操作は2回繰返し実施した．得られ
た沈殿配分をDulbecco’s　PBS（一）pH　7．4に溶か
して透析した．しかるのち　trichloro－
trifluoroethane　（Behringwerke　Ltd．　No．
DSVW　1965189／EU）を用いて脱脂処理を行った．
それをProtein　A－affinity　column（Bio　Rad　Ltd．
No．153－615）にかけてrabbit　IgGを回収し，生理
食塩液を用いてultrafiltration（分子量30，000）に
より透析・濃縮，さらに滅菌濾過（0．22μmfilter
units）してから吸光度を測定して蛋白濃度を求めた
（（1．45　×　Abs．　at　280　nm－O．74　×　Abs．　at　260　nm）　×
サンプル希釈倍数）．次に注射用生理食塩液で蛋白量
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を1mg／mlに調製してから滅菌チューブに分注（1
ml／tube）して凍結乾燥した．
　特異抗体の力価測定はELISA法により，以下に
示す操作手順に準拠して実施した．
　（1）JUN　ELA（l　mg／ml　in　saline）をcoating緩
衝液0．1Mcarbonate／bicarbonate　pH　9．6（Na2
CO3：1．59　mg，　NaHCO3：2．90　mg，　NaN3：0．20　mg
を蒸留水で全量1000mlとする）を用いて希釈（5
μg／m1）する．それをassay　plate（96－well　type
EIA　plate　flat　bottom，　Costar　No．3590）に分注
（100μ1／we11）した後，シールして4℃で一夜放置す
る．
　（2）Plateから抗原溶液を除去して洗浄液
（PBS－Tween緩衝液：PBS（一）pH　7．4　containing
O．1％v／vTween　20　and　O．1％NaN3）で3回洗浄
する．
　（3）Blocking溶液（0．1％w／v　RIA　grade　gela－
tin　BioRad　NO．　170－6537　in　PBS　（一一）　pH　7．4
containing　O．1％w／v　NaN3）をassay　plateに分
注（150μ1／well）して37℃で30分incubationす
る．
　（4）Blocking溶液を除去し，　plateを洗浄液で3
回洗浄する．
　（5）希釈液（0．1％gelatin　in　PBS（一）pH　7．4
containing　O．1％NaN3）を用いてサンプルを希釈
調製してからassay　plateに分注（100μ1／well）し
て37℃で60分間incubationする．
　（6）反応溶液を除去し，Plateを洗浄液で3回洗
浄する．
　（7）Biotin化第二抗体（anti　rabbit　Ig．　from
donkey　Amersham　RPN　1004，　Lot　9）を希釈液で
500倍希釈して分注（100μ1／well），37℃で60分間
incubationする．
　（8）反応溶液を除去し，plateを洗浄液で3回洗
浄する．
　（9）Alkaline　phosphatase　標識　avidin　（Da・
kopatts　No．　D　365，　Lot　O29）を希釈液で500倍希
釈して分注（100μ1／we11），37℃で30分間incuba・
tionする．
　（10）反応溶液を除去し，plateを洗浄液で3回洗
浄する．
　（11）酵素基質（PNPP：p－nitrophenylphosphate
disodium　salt　Wako．　No．149－02342）を用時秤量
して基質緩衝液（0，5mM　MgC12　in　10　mM　dieth一
anolamin　buffer　pH　9．5）を用いて溶解調製（1　mg／
m1）し，　plateに分注（100μ1／well）する．室温放
置して適当な発色（通常15分間）の時点で反応停止
液（3NNaOH）を添加（50μ1／well）する．
　（12）吸光度自動計測装置（Micro－ELISA　Auto
Reader　MR　580，　A　Dynatech　Product）を用いて
405nmにおける吸光度を測定する．
　（13）抗体力価はfig．1のように片対数グラフの
縦軸（等間隔目盛）に吸光度，横軸（対数目盛）に
抗体（IgG　lmg／m1）の希釈倍数を目盛り，検量曲
線を作成して得られるシグモイド曲線の直線部分の
中点における抗体（1mg／m1）の希釈倍数を求めて
決定した（units／mg）．
　抗体の特異性の証明ならびに細胞培養上清液の内
因性elastaseの定量は免疫捕獲法（antibody　cap－
ture　assay）により検討した．
　実施方法は抗体力価測定法で既述した操作手順
（5）において，まずサンプル調製用plate（96－well
type　plate　V－bottom）を用いて予め一定濃度（lgG
10μg／mlまたは3．3μg／ml）の特異抗体を等量の
抗原（JUN－ELAの既知濃度標準サンプルおよび細
胞培養上清液）と室温で30分間反応させたのち
plateを低速遠心機（1200　rpm，10分間）にかけて，
その上清をサンプルとした．免疫捕獲法による
JUN・ELA（1　mg／ml）の希釈標準サンプルと一定
量の特異抗体（10μg／mlまたは3．3μg／ml）を等量
混合して反応した際に残存する未反応の抗体量を，
ELISA法で抗体力価測定法の場合と同様の手順で
測定することにより，抗原濃度はFig．2のように片
対数グラフの縦軸（等間隔目盛）に吸光度，横軸（対
数目盛）に抗原（JUN－ELA　lmg／m1）の希釈倍数
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Specitic　anttbody　titer　：540Un｛ts／mg
　　100　300　900　2700　8100　24300　　10μg／ml　3．3μg！mi　1，1μglml　370ng！ml　123ng／ml　41nglmI
　　Mロltip［o　dilutio闘。琶rabbit　lgG　anti－elstase（lmg／ml）R90圏03　Lot　90052
　　　　essay　plate：9－weH　type　tlat　bottem　Costar＃3590
　　　　Caating　antigen　：Elastase　JU閥　ELA　E溜ai　Ltd，　K720
　　　　　　　　　5Jtg／ml；1001tl／well
fig．　1．　Titration　of　Anti－Elastase　by　Enzyme
　　Linked　lmmunosorbent　Assay
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を目盛り，標準曲線を作製し，未知濃度の細胞培養
上清液（又はその希釈溶液）における吸光度をプッ
ロトして対応する横軸上の希釈倍数を求め，その値
で1mg／mlを除することにより算出した．
　3．実験2＝実験的動脈硬化ラットの培養血管平
滑筋細胞におけるelastaseの免疫組織学及び形態
学的検討
　（1）実験動物
　正常及び動脈硬化群として8週齢（平均体重210
g）のSD－SLC系雄性ラットを使用した．さらに正
常幼若群として3週齢（平均体重120g）のSD－SLC
系雄性ラットを使用した．
　（2）実験：的動脈硬化ラット作製法
　動脈硬化ラットはFig．3に示したように，　choles－
terol　20／o，　cholic　acid　O．50／o，　lard　100／o，　canesugar
5％，methylthiouracil　O．2％，　basal　diet　82．3％から
なるatherogenic　dietで6週間飼育すると同時に，
オリーブ油1m1中にVitamin　D，7万単位を含有す
るVitamin　D2一オリーブ油溶液を作製し，これを
0．5ml／100　g体重の割合で飼育当初の4日間のみ投
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　MVItiple　dilutiofi　of　81astase　JU開E【．A　Ei商i　Ltd・腿0・K720900（1mg！ml）
　　　Assay　plate　：g6－well　type　flat　bottom　Costar　’．3．fi99
　　　Coatfng　antigen　：　Elastase　jUN　ELA　Eizai　Ltd．　K7200
　　　　　　　　51tg／ml：100itllwell
　　　o　：　Antl－elastase　（RgO－03af）　ID．Oltg／ml
　　　△：Anti雫el圏tas日（HgO圏03af）　3．3μg／ml
Fig．　2．　Standard　Curve　of　Elastase　by　ELISA
　　（Antibody　Capture　Assay）
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与した．
　（3）elastase及び抗elastase抗体
　elastaseは前述のelastase　ES，抗elastase抗体
は実験1にて作製したポリクロナール抗体を使用し
た．
　（4）elastaseの投与法
　elastaseはelastase　ESを用いて，450　EL．U／kg／
dayをelastase生理食塩水として6週間連日，据腰
筋に筋注投与した．
　（5）大動脈中膜平滑筋細胞の培養法
　ラット大動脈平滑筋細胞はRoss　13）の方法に準じ
て分離培養した．屠殺直後のラットより胸部大動脈
を無菌的に摘出し，クリーンベンチ内で中膜平滑筋
層を単離して1mm2大の細片とした後，　Explant法
を用いて培養した．増殖培地は20％のウシ胎児血清
（fetal　bovine　serum；FBS）を含むMEMを用い，
95％air－5％CO、下37℃で培養した．尚，本実験
ではすべて継代第1代の細胞を使用した．
　培養細胞はmultilayerに増殖し，電子顕微鏡によ
る検索にて胞体内に豊富なmyofilamentが認めら
れ，平滑筋細胞に特徴的な所見13）を示した．
　初代培養から継代にはシャーレの培養面で
multilayerに増殖している細胞を0．25％trypsin－
EDTA液を用いてMEM中に分散させ，　chamber
slide（Nunc即製；4chamber　glass　slide）に分注
した後，初代培養と同一条件下で培養した．
　（6）免疫組織染色
　chamber　slideに分注した継代第1代細胞の免疫
組織化学染色は，Fig．4の手順で蛍光抗体法にて行
った． 次抗体として前述の抗elastase抗体，2次
抗体としてビオチン化抗ウサギIgGを用い，　FITC－
conjugated　strept　avidinにて発色させ，蛍光顕微
鏡にて観察した．なおchamber　slideは4chamber
Experiment　Proj　ects
1）洗浄（PBS（一））
2）アセトン固定
3）洗浄（PBS（一））
4）一次抗体（4℃，over　night）
5）洗浄（PBS（一））
6）二次抗体（37℃，60分）
7）洗浄（PBS（一））
8）　FITC－conjugated　strept　avidin
　　　　　（37℃，40分）
9）洗浄（PBS（一））
10）封入（緩衡グリセリン液）
4　chamber　slide
　　（Nunc社製：4chamber　gbss　slide）
Fig．　4．　lmmunohistochemical
　　Fluorescent　Antibody　Method
　①一次抗体（一）二次抗体（十）
　②一次抗体（十）二次抗体（十）
　③一次抗体（十）二次抗体（十）
　④一次抗体（十）二次抗体（一）
一次抗体：anti－elastase　rabbit　lgG
二次抗体：anti－rabbit　lgG　biotinylated　Ig，
　　　（Amersham　RPN　1004）
FITC－conjugated　streptavidin
　　　（Amersham　RPN　1232）
　　　Proc dure　by
（4）
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を用い，Fig．4のように1次抗体を加えないcham－
berと2次抗体を加えないchamberを対照として
作成した．
　（7）実験操作手順
　Fig．3の如く8週齢で入荷したラットを次の3
群に分け，二二10匹とした．すなわちnormal　diet
飼育正常ラット群をN1群（対照群），　atherogenic
diet及びVitamin　D24日間投与で作製した動脈硬
化ラット群をA群，A群の飼育当初より連日傍腰
筋にELA－ES　450　EL．U．／kg／dayを筋注した群を
AE群として，入荷直後から6週間飼育した．各群
とも6週間の飼育終了後に屠殺し，胸部大動脈を無
菌的に取り出した後先に述べた方法に従って中膜平
滑筋細胞を単離培養した．また動脈硬化病変のない
と思われる正常幼若群をN2群として，3週齢ラッ
トを入荷直後に屠殺し同様の方法で培養した．培養
を開始して6週間後，explantよりmultilayerに増
殖したこれらの細胞を継代し，chamber　slideに分
注した．継代第1代細胞がconfluentに達するまで
日数を追って前述の抗elastase抗体による免疫組
織染色を行い蛍光抗体法にて観察した．また同時に
継代第1代細胞の増殖培地上清液中のelastase濃
度をELISA法にて測定した．
III．結 果
　1．増殖平滑筋細胞の免疫組織染色
　継代開始後の平滑筋細胞の各増殖状態における免
疫組織染色所見を示す．継代開始後5日までは平滑
筋細胞はslide面に吸着したばかりの状態であり，
個々の細胞が疎に観察される．この状態では半群と
も抗elastase抗体陽性所見が得られた．継代開始後
10日以降になると平滑筋細胞は増殖が盛んで密に
雷族し始める傾向を示す．この時期になるとN1群，
N2群では全増殖細胞に抗elastase抗体陽性所見が
得られるのに対し，A群，　AE群では細胞が密な部
分にはelastase抗体陽性所見が得られなくなる．15
日以後になると更にその傾向は強くなり，20日をす
ぎ増殖が　confluentになると，　A群では全く抗
elastase抗体陽性所見が得られなつかた．　Fig．5は
N2群継代開始後5日の蛍光顕微鏡像である．核を
除き細胞質全体に強い蛍光が観察され，平滑筋細胞
内のelastaseの局在が示唆された．この所見は他の
A群，AE群，　Nl群にも共通して認められた．　Fig．
6はA群継代開始後11日の蛍光顕微鏡像である．
増殖が盛んで密に一族している部分では蛍光は発し
ておらず，比較的細胞が疎な部分に弱い蛍光が観察
された．これに対し，Fig．7はN2群継代開始後13
日の蛍光顕微鏡像である．増殖が盛んで密に集族し
ている部分を含め全増殖細胞に蛍光発色が強く認め
られる．Fig．8はA群継代開始後30日における蛍
光顕微鏡像である．増殖はconfluentの状態に達し
ており，この状態では蛍光発色はみられなかった．
　これらの反応はchamber　slideに作成した対照部
位では陽性所見は得られず，この反応が抗elastase
抗体による特異反応であることが確かめられた．
　2．ELISA法による増殖培地上清話中の　elas・
taseの測定
　ELISA法にて測定した増殖培地上清液中のelas－
tase濃度をTable　1に示す．　elastase濃度はscore
で表示し，400－800ng／mlを4十，200－400　ng／ml
を3十，100－200ng／m1，を2十，50－100　ng／mlを
1＋とし，検出限界以下（50ng／ml以下）を一とし
た．A群の増殖培地上清液のelastase濃度はcon－
fluentに達している20日以降では1十より一を示
し，増殖中の10日から20日までのものでは1十よ
り2＋，継代開始直後の4日から6日までのもので
は2＋から4＋を示している．これはA群増殖平
滑筋細胞のelastase分泌能が継代直後に最も高く，
増殖するにつれて低下していくことを示唆してお
り，免疫組織染色の結果とも相関がみられた．これ
に対しAE群，　N、群においては継代直後5日より
Table　1．　Concentration　of　Elastase　in　Cell
　　Culture　Supernates　by　ELISA　Method
　　（Antibody　Capture　Assay）
　Group’　A　：atherogenic　diet（6　weeks），　AE　：atherogenic　diat十ELA－ES（6w）
　　　N1　：nDrmal　diet（6　weeks）．　N2：　normal　diet（3　weeks＞
　Soore”4十：400－800ng！ml．3＋：200－400ng／ml．2十＝100－200晒g／ml，
　　　1十：　50r100ng／mL　一：b6川。胃50囮g！旧1
6ro叩S叫le閥。CultureSoorB6ro叩SamPle開。CultロreScore
A A－1 37 一 AE AE－1 20 2十
A－2 37 一 AE－2 17 1十
A－3 37 一 AE－3 14 1十
A－4 35 1＋ AE－4 12 1十
A－5 24 一 AE－5 11 1十
AE－6 5 3十
A－6 20 一 欄1 睡1－1 20 2十
闘1－2 15 1十
A－7 17 2十 閥1－3 12 1十
A－8 15 2十 閥「4 11 2十
隠「5 5 1十
A－9 12 1十
A－10 11 1十
閥2 ”2－1 14 2＋
瞠2－2 13 4十
A－11 6 4十 瞳一3
11 3十
A－12 6 2＋ 閥2－4
9 2十
A－13
`－14
65 2＋
P十
瞳一5
ｴ2－6
87 2十
R＋
A－15 4 2十
閥2－7
ｴ2－8
65 4十
R十
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Fig．　5．　Cultured　Smooth　Muscle　Cells　in　Group　N25　Days　after　Passage　（Fluorescent　Antibody
　　　Method，　×20）
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辮
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Fig．　6．　Cultured　Smooth　Muscle　Cells　in　Group　A　11　Days　after　Passage　（Fluorescent　Anti－
　　　body　Method，　×40）
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Fig．　7．　Cultured　Smooth　Muscle　Cells　in　Group　N2　13　Days　after　Passage
　　　Antibody　Method，　×40）
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Fig．　8．　Cultured　Smooth　Muscle　Celle　in　Group　A　30　Days　after　Passage　（Fluorescent　Anti－
　　　body　Method，　×40）
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confluentに至るまでどの状態においても1＋より
2＋のelastase濃度が検出されており，　AE群及び
N、群増殖平滑筋細胞のelastase分泌能が増殖状態
にかかわらず一定に保たれていることが示唆され
た．尚，N2群においても継代後5日より14日まで
どの状態においても2＋より4＋のelastase濃度
が検出され，N，群増殖平滑筋細胞のelastase分泌
能が増殖状態にかかわらず一定に保たれており，AE
群及びN、群よりも高いことが示唆された．
IV．考 察
　動脈硬化症の研究には様々なアプローチの方法が
ある．しかし現在，その代表的なものは，脂質代謝
からアプローチする方法と血小板凝集による血栓形
成からアプローチする方法，血管壁代謝からアプロ
ーチする方法の3つと言っていいであろう．このう
ち脂質代謝に関する報告は1912年Anitshkow14）以
来，数多くみられてきたが血管壁代謝に関するもの
はその数は極めて少なかった．現在では動脈硬化の
initiationには脂質代謝，血管内皮細胞が重要な役割
を担っており，進展には血小板凝集による血栓形成
と血管壁代謝がその主役を演じているという成績が
報告されている．従って動脈硬化の発症及び進展の
機序を解明する上で，血管壁代謝は避けて通れない．
一方実験技術の進歩に伴ってこの分野の報告も年々
急増してきており，Ross，　Glomset1）2）が“動脈硬化の
傷害に対する反応説”という仮説を発表して以来動
脈硬化の成因に対する考え方も変わり，動脈硬化の
進展には血管壁中膜より内膜に遊走してきて増殖す
る内膜平滑筋細胞（modified　type）の役割が注目さ
れている．元来，正常動脈の血管壁に存在する平滑
筋細胞は中膜を構成する細胞成分の大半を占めてお
り，粥状硬化部位に存在する内膜平滑筋細胞と比較
すると，増殖能，elastin，　collagenをはじめとする
細胞間物質の産生，分泌能は低いものとされている．
しかし，粥状硬化が形成されると，中膜平滑筋細胞
はその性格を大きく変化させ，内膜に遊走し，盛ん
に分裂増殖し，局所に沈着した脂肪成分，特に変性
LDLを胞体内に摂取し処理する．そして崩壊した弾
性線維と膠原線維を修復するために大量のelastin
とcollagen産生を行う．この一連の反応がRossら
がいう傷害に対して惹起される生理的反応で，この
反応が十分に修復し終わらないうちに，或いは修復
された内皮細胞にまた同様な変化が繰り返されると
修復に伴ってライソゾームを始めとする種々の有害
物質の出現によって局所は更に大きな傷害を受ける
ことになる．粥状硬化症はこのくり返しによって進
展していくと考えられている．このように粥状硬化
の成因が内膜平滑筋細胞の増殖によるものであると
すれば，その遊走・増殖を抑制できれば理論的には
粥状硬化症の進展を阻止できることになる．
　一方，elastaseは1950年Ba16とBanga3）によ
り，ウシ膵臓より抽出された蛋白分解酵素で膵の腺
房細胞より生成され，動脈壁elastinを特異的に分
解する作用を有していると考えられている．本酵素
は脂質降下作用のみならず血管壁代謝の面で抗動脈
硬化作用を発揮することが報告されており，1981年
勝沼4）はVit．　D2の投与とatherogenic　diet飼育で
作成した実験的動脈硬化ラットに対してelastase
を投与した実験で，elastaseには大動脈の弾性線維
の断裂，消失を阻止すると同時にatheroma形成を
抑制する作用があることを初めて発表した．勝沼に
よればelastaseは動脈硬化巣において，極1生アミノ
酸の増加した変性elastinを特異的に分解し，その
後，中膜平滑筋細胞からのelastin産生を促すこと
によって，弾性線維の断裂，消失の阻止のみならず，
修復の促進も示唆されるとしている．また田村14）
は，ラットの培養平滑筋細胞を用いた実験：において，
elastaseを投与すると動脈硬化発症部位の中膜平滑
筋細胞は増殖を抑制され，更にその細胞形態も
modified　typeから正常平滑筋細胞に特徴的なcon－
tractile　typeを示すようになり，またelastin産生
能が有意に高くなり，collagen産生能は有意に低下
すると報告した．これらの報告で重要なのは，elas・
taseが平滑筋細胞に何らかの形で作用し，その増殖
を抑制することで粥状硬化の進展を阻止していると
いう点である．しかしながら，その作用機序に関し
てはなお不明であり，更に，血管壁細胞成分の大半
を占める平滑筋細胞由来のelastaseに関しても，何
らふれられていない．そこで本実験は平滑筋細胞由
来elastaseの存在を証明し，かつ，粥状硬化の各段
階における分泌動態の解明を目的とした．
　実験1において作製した抗elastase抗体は
ELISA法により抗体力価を測定し，免疫捕獲法によ
り特異性を確認した後使用した．従ってこの　elas－
tase抗体を用いた免疫組織染色における平滑筋細
胞内の陽性所見はelastase局在の証明と考えてよ
い．また培養細胞上清液中にもELISA法にてelas一
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taseを検出しており，平滑筋細胞のelastase分泌
が確認された．つまり従来血管壁弾性線維は膵elas－
taseによりその大部分を分解されると考えられて
いたが，血管壁を構成する細胞成分の大半を占める
平滑筋細胞が分泌するelastaseが量的な面から，ま
た解剖学的な面からも大きな役割を果していると考
えられる．
　また本実験において正常群平滑筋細胞では全培養
期間を通してelastaseの産生及び分泌が盛んであ
ることが確認された．これに対して動脈硬化群では
継代直後においてのみelastaseの産生，分泌を認め
たが増殖期以降においてこれらは低下する傾向を示
した．この結果が意味するものは，正常中膜平滑筋
細胞におけるelastase産生及び分泌能は，それが
modified　typeへと変化した場合極端に低下すると
考えられることである．つまり，粥状硬化病巣にみ
られる内膜平滑筋細胞は強い増殖力と遊走能を有
し，elastin，　collagenを大量に分泌しつつもelas－
taseの産生と分泌は低下していると考えられる．た
だ内膜平滑筋細胞が崩壊した弾性線維の再構築に関
与するとすれば，その成分となるelastinを大量に
産生し，elastin分解酵素であるelastaseの分泌を
減少させるのは理にかなった反応であると思われ
る．しかし，またelastaseには平滑筋細胞の増殖抑
制作用があり，これが減弱してしまうわけであるか
ら平滑筋細胞の増殖力がより強くなることは十分に
予想できる．そして最終的に平滑筋細胞は泡沫細胞
になった後，死滅してしまう．もともとは生理的な
防御反応であったものが，最後には粥状硬化進展の
原因となっていると思われる。
　本実験の結果と勝沼，田村らの報告とを合わせ考
えると，やはりelastaseには血管壁代謝を介した抗
動脈硬化作用があると考えられる．また血管平滑筋
細胞よりのelastase分泌の減少はそれだけで一元
的に断定すべきではないが平滑筋細胞の増殖能をよ
り高めることとなり，結果的には動脈硬化を進展さ
せる原因になりうると考えられる．
V．結 語
　動脈硬化症，特に血管壁代謝に関する研究の一環
として，実験的動脈硬化ラットの培養血管平滑筋細
胞を用いた実験で平滑筋細胞とelastaseとの関連
について検討を加え，次の成績が得られた．
　1）抗elastase抗体を作製し，その抗体力価を
ELISA法にて測定，特異性を免疫捕獲法にて検討し
た．
　2）血管壁平滑筋細胞内においてelastaseの存在
を抗elastase抗体による蛍光抗体法にて証明した．
　3）正常群平滑筋細胞では，全培養期間を通して
elastaseの産生及び分泌が盛んであることを確認し
た．これに対し，動脈硬化群平滑細胞では，継代直
後においてのみ，elastaseの産生，分泌を認めたが，
増殖期以降において，これらは急激に低下した．す
なわち，動脈硬化病巣にみられる内膜平滑筋細胞の
elastase分泌は極端に低下していると考えられた．
　以上より，平滑筋細胞由来のelastaseは動脈硬化
の進展における血管壁の代謝過程において重要な役
割を果たしていると思われる．
　稿を終えるに際し，御校閲及び直接御指導頂いた
恩師勝沼一宇教授に深甚なる謝意を表すとともに，
抗elastase抗体作製に御指導頂いた講師寺野由剛
博士，大阪府立公衆衛生研究所柴田忠良博士，当科
助手田村彰彦博士，並びに教室員各位に厚く感謝致
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